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学 位 論 文 内 容 の 要 旨 
 
近年、酵素や抗体といったバイオ製剤の市場が拡大されることに伴う需要の増加により、高効
率にタンパク質を発現・生産する技術開発が求められている。これは、既存技術の改善といった
手法ではなく、本質的な現象を究明し、それを突破口とする革新技術が待望されており、その開
発は今後ますます重要になってくると考えられる。 
LEA(Late Embryogenesis Abundant)タンパク質は、植物の種子や一部の動物に見出された乾燥耐
性に関わる天然変性タンパク質として知られている。このタンパク質は乾燥や浸透圧ストレスに
伴うタンパク質の凝集を抑制する機構に深く関わっている。細胞内のタンパク質発現の安定化に
この保護機能が応用できると着想し、LEA タンパク質の特定の繰り返し配列をモチーフとして
13アミノ酸からなるLEAペプチドが開発されている。そして、このペプチドを大腸菌内に共発
現させると目的タンパク質の発現量が倍増することがこれまでに報告されている。しかし、細胞
内でタンパク質発現量が増大するメカニズムは未だ明らかにされていない。本論文では、変異導
入等によるペプチドの機能強化と細胞内での新たな機能の探索と発見を通し、細胞内での本ペプ
チドの作用機序を解明することを目指している。本論文は、以下の5章から構成されている。 
 
第1章では、様々な機能性ペプチドの研究開発の現状を概説し、本研究の背景・目的が論述さ
れている。具体的には、既報を基に LEAペプチドが開発された研究背景が述べられ、１）配列
の規則性に則らないペプチドを共発現させるとタンパク質発現の増大は確認されず、特に負電荷
基のアミノ酸を欠如させると発現量は著しく減少する、２）目的タンパク質のメッセンジャ RーNA
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量は LEAペプチド共発現の有無にかかわらず変化しないことから、タンパク質が翻訳される過
程以降でLEAペプチドが作用している、そして３）LEAペプチド配列を繰り返したペプチドを
共発現させると繰り返し数が増えるにつれて目的タンパク質の発現量が減少することが示され
ている。この既報の知見から LEAペプチド開発のさらなる展開のための課題を示し、本論文の
具体的な研究目的と目標を述べている。 
第 2 章では、LEA ペプチド配列への変異導入とペプチド鎖長の至適化を行うことで、タンパ
ク質発現を増大させる機能の向上化について報告している。LEA ペプチド配列の中で特に規則
性に関係していないと考えられる 6番目と 12番目のグリシンの替わりにセリン、ロイシン、ア
スパラギン、リシン、グルタミン酸を導入した LEAペプチドの変異体を構築し、リシンやアス
パラギンに置換した LEAペプチドの変異体を共発現させると、ペプチドの機能が向上すること
を明らかにしている。ペプチド配列の2番目のアスパラギン酸を取り除くとタンパク質発現の増
大が得られなかったことから、N末端側に酸性アミノ酸が配置されることがこのペプチドの機能
として重要であることを示し、またC末端側のアミノ酸配列の影響についても検討した結果、極
性アミノ酸の存在がタンパク質発現量に大きく影響する事を明らかにしている。さらに、LEA
ペプチドの全長が 23アミノ酸以上になったとき、タンパク質発現量を増大させる機能が著しく
減少していることを明らかにし、本機能性ペプチドを設計する上で重要な知見を示している。 
第 3 章では、LEA ペプチドの発現量を大腸菌内で制御し、目的とするタンパク質発現への影
響を評価している。pBAD系ベクターとpET系ベクター用いて発現系の構築を行い、各発現誘導
剤（L-アラビノースおよびイソプロピル-β-チオガラクトピラノシド（IPTG））の添加量により、
LEAペプチドの発現量を調整し、目的タンパク質の発現量の変化を評価している。LEAペプチ
ドを0.1 mM IPTGで発現誘導し発現させると、目的タンパク質の発現量が極大を示すことを報告
している。特に0.8％のL-アラビノースで目的タンパク質の発現誘導を行うと、LEAペプチドを
共発現させなかった場合と比較して最大で10倍となることを報告している。一方、LEAペプチ
ドを目的タンパク質の発現誘導前に発現させると、その発現量が著しく増大することを明らかに
し、LEAペプチドの発現タイミングは培養初期で実施することが有効であることを述べている。 
第 4 章では、LEA ペプチドが大腸菌のストレス耐性を向上させる機能について述べている。
LEA タンパクは元来、様々なストレス耐性に関わっているタンパク質であり、その代表的な機
能として、分子シールド機能が挙げられる。本章ではLEAペプチドがLEAタンパクと同様に大
腸菌のストレス耐性を向上させるのではないかと仮説をたて、実験・検証がなされている。LEA
ペプチド遺伝子を導入した形質転換大腸菌に IPTGを添加することにより細胞内に LEAペプチ
ドを発現させると、LEA ペプチド発現量の増加に伴い、菌体の塩ストレス耐性、温度ストレス
（低温・高温）耐性が向上する非常に興味深い結果を得ている。これは、LEAペプチドにもLEA
タンパク質が有する分子シールド機能やイオンスカベンジャー機能を有することを強く示唆し
ている。 
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第5章では、第2章から第4章までの研究成果を簡潔にまとめたうえ、結論を示し、今後の展
望について述べている。 
 
学 位 論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 
本論文に関し、論文審査委員から、分子シールド機能と発現タンパク質への相互作用について、
分子シールドとして機能している仮説の根拠について、塩耐性試験における誘導剤の影響につい
て、ペプチドが塩耐性を向上させるメカニズムについて、細胞の活性についてなど、種々の質問
がなされたが、いずれも著者の説明により質問者の理解が得られた。 
 また、公聴会においても多数の出席者があり、質疑応答における著者の説明によって質問者お
よび出席者の理解が得られた。 
 以上により、論文審査及び最終試験の結果に基づき、審査委員会において慎重に審査した結果、
本論文が博士（工学）の学位に十分値するものであると判断した。 
